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® Lagerfahig vorpraparierte Maldi-Probentrager 

(§7) Die Erfindung betrrfft vorpraparierte Probentrfiger fQr die 

matrixunterstutzte ionisieronde Lasardesorption groBer Ana- 

lytmolekufe (MALDI) zur Erzeugung von lonen der Analyt- 

substanz fur deren massenspektrometrische Untereuchung, 

und Verfahren fur die Preparation der Probentriger. 

Die Erfindung besteht darin, die mit einer Matrixsubstanz fur 

die Unterstutzung der Oesorption fertig praparierten Proben- 
trager dadurch versand- und lagerfahig zu machen, daB die 

Matrixsubstanz aus mindestens zwei verschiedenartigen 

Komponenten gebitdet wird, wobei eine lackartige Kompo- 

riente weitere Substanzen. die wahrend der Lasardesorption 

fQr die lonislerung der AnalytmolekQIe sorgen, vor Oxidation, 

Hydrolyse und anderen Arten der Zersetzung schutzt. Die 

lackartige Komponente adsorbiert auch die AnalytmolekQIe 
^ an der Oberfliche und unterstutzt die Desorption bei 

LaserbeschuB. Besonders geeignet 1st eine dunne Schicht 

aus Nitrozellulose (korrekter: Zejlulosenltrat), in der die zur 

lonislerung der AnalytmolekQIe notwendigen Substanzen 
CO eingebettet warden. Die in Wasser unlosliche Lackschtcht 
O adsorbiert die groBen AnalytmolekQIe aus Losung an ihrer 

Oberflache. Die vorpraparierte Schicht kann auch weitere 
-■■ Komponenten zur gewollten VarSnderung der AnalytmolekQ- 

le enthalten, beisplelsweise Enzyme zur gezielten Verdauung 
qs von Proteinen. Auch Komponenten fur das selektive Binden 
^ von AnalytmolekQIen konnen vorhanden sein, etwa Antikdr- 

per zum Festhalten spezifischer Proteine. 
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puis von tyP«fer«e«e etwa erden dutch das Matrixsubstanzen sind daher recht 

de der Flugsxre^ Tn„<rzeit laBt sich — bei g l ^"~ ** TieL die Analytmolekuie in u« heimTrocknen des 
detektiert. aus ihrer Hg*"^ besti mmen. Bei Ver- Jg"^ etouscbJieBen^ die ach b^J ^ we - 
kinetischer Energie - ^ MaS senspektrome- ^gXachtenTrepfchensWde^ Es smdnur 
wendung von oder IC R-Spektrome- agg * n bekannt ff ^Sd^Probentra- 

sorption (MALD1 ~ m aen Jahren eine gro Matrbcschicht relativ truA- ?„ g bekannt gewordenen 

SS^,aiS£SS .3£b5b£2253bS 

substanz. D»e JJafflOTww pestsubstanz, stent also - tens nac h eimgen Tagen rur langere 
der Molekme, und war sowom ^ ch ii eBen d D use ve M^i-Tragerplatten vor^«p^ 
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aufgebrachW^^^ Verand enmgenem«^ 5 ubemimmt insbesoadere die dem 
kette zu erkennen. sind relativ st abil Ste 10 g el 5s t ^^^ke; kann 

bentrager soUen es era6gW ^ ielsweis e in der frgg* heheIU aberlad^ ^ 

einfacher Weise a^br^e* Tr6pfche n. Die Aaa- t aus polymery ^cht ohne 

Form automamch ^^^vorpraparierten Schist «> 30 J« ^ voUsttodige Jerdampnmg ungs . 

lytsubstanzen solkr, von der ^ werden> urn Re- & daher em we«er ^ des 

festgehalten werden, dali sie w» ent f e men. Esist daB der Binder die JFreiga&e oer 

^TS&T*^ SSSS am bp-. ^ Se^eutMsbe- 
also das Ziel,<ne verwen n yor Zersettung ^ e rUchtbeschuB m Jdeme MoieK e s ren g 

die Ionisierung ^ Anafljw d er Lagerung zu schut- 35 ^ vort euhaft bieten sich nier po y 
wahrend des Tra^portes od J^ytmolekule zu erleich- d ie sich bei & ^^^w^er,\oblenmon- 

Erne weitergetaide W»S» b^uB anderer w schwact, exotherme ooer .„„ 

mit eingesetzten *°^ e Jg soil daruberhinaus durch zu be nutzen, ™« S^en organischen 

toBKd^tenw^^^tonadsA.rf.laufende so *g« ^ R g „ ^octoolekular^^ 

bens P ektrum,das^ Ein* LiflU £»t«Ih^ 

^eiodermehr SubstanzfcOTP zusauhche Auf- 55 vea M ^ erwrtnschtem 6pre g 

dabei emer Sub^omponen nerte^ ^ Nta«^^^B5ort»Mt ** 

gabe des Schutzes der an Erfmdung die e^enmentel ichen nach D™: Cg. * eins t e l- 

zuzuweisen-Dabei Uegt ffij . e rf 0 ^ ^ d Grad aer i ^chen 

gewonneneErken^s zugrun^ olekflle und die JJ™ Man spricht b^i S^rtoffgen^ woUe)) 
lichen ^^ l ^^ t Tsvbtt»xake^o^^ 60 ™ ^ voa ZeUulose^ttaUW Uulosetri 
Molekflle der 10 ^" d m BerQhrung sein mussea ^^Die- W> ^chen 12,5 verpu ffen bei 

schontafestenZusmdm ^n^xu.^ Fa u der b«s (SchieBbau mwolle£ ^^nt Jt haherer 

dungetwasoaussehen: 
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verwendeten Lasers «^«J ittBn Matrixsubstanz zu ^Jg^ Au fbringen auf den. Prob g^ a ^ durch 

MALDI-Iomsierung ; ist .bine g Massenb estimmung * ionisierers nicht hoch zu sem D . q,^. 

viel besser in Speicherzeiie 
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a ^riiberhinaus zuverlassige Informa- sorp Weise p^trometrischen 

lare Adsorptionsschi^t www Mikroliter. so J» Pro bentragers ist '"J^dsteVorderseite. 

wesendichgemg*^'*^^ 25 s ^ uelle vielleichter wg**J* SsJerungsblenden 

=srag«S -asaassa ----^ 

^ytsubs^MeistRomie wer d ea A D £? MALDI-Verfabxen immer seta wen \ ^ 

3Sg§£SSi5gS .HtasgSSB? 

adsorptive ^^"fwinzi gen magneuscben KOgel « ^trat ein ^?So AlX-Cy^ 0 - 4 " 11 ^ 0 ^" 
auf die obe ^ h e Jd?)3ebracht, die in Durchni £ » ^ beispielswe^e l^o Alp J J j^y^ 

restlose Adsorption erfogen Substa nzen ,der "g^^ge A«?f«f«»g°™ £ £ der fOr Mikro- 
Analytlostmg ^Sfgelcbenlassensichan^- ^ metaU^che Traggatte ^ z . 

Matrix ver^remigt Die ^| erkzeug aus der Lo- *. ^ latten standardisierten OrM*. vo . f _ 

Bend durch magneosche & he probentragerun- ^1^^ G rSSe paBt ui aUe V oraussetzung 
sungherausholenmda^emenaC durch m etische S5 ^f md steUt sornit eme gn^g wa ^ 

terllge bringe aDjta oder aber em- antege ^ena^nng^g^ ^ 

Krafte, durch d»TOgXfcrt werden. Sie werden, nach ^ hwdbensch waiizfQhrungen Jassea w auch 

SESggSm-j; .'sSSESSSSatte 

den, und es werden daner oie 
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5 tern trocken and ^f^^chtung einer heiBen VTir- 
belschichtimGlasvertodertdas^ euma tisches 
n och frischen Kugelchea Auc^ ^ ^ 

lytische Aufgabe, aus ^^Ssubstanz befin- 
£ nicht nur die terauszuholea Man 

, c det die Analytsubstanz g?^"p rotein g ero ischeinin- 

teressierendes Protem heraugoie ^ 
gen untersuchen. Diese Diese Antikorper 
lurch Antikbrper gele^ w^rde ^^.^ 
20 lassen sich nun *wto« "vnlsot binden, ohne die 
20 schicht aufbringen ^und ^dort tog* 

Binde-mgenschaften i de ^^J. sind dann ganz spe- 
cherartvorgefenagteProb^g ^ emg ^ ch tet 
ziell auf ^ y ^ e t™ausgebadeten Probentra- 

30 ^rauchdiege*^^ 
30 kale laBt sich so erreichea Sc . «t es f ^ B 
Se Idenufizierung von Em*^ ^ die 

einer enzymatischen Verdauung x ^ 
SSe Suntaosauren zwischer go waat 
„ Sennierten A^ur^en^^ 
35 beispielsweise dasEM*^ 'W Molekularge wichte der 
reoaar Lysin und Argenin. 1 ^ lassen sehr 
?Scke aus dem ^ffg^S^ Ide ntifizie- 
chnell ttber eine ^^^S to situ auf dem Pro- 
^ rung zu. Dieser Verdau kaim m» ^ erforder . 

40 bTnWryorgenon^^den^ ) au f dem Proben- 
Kch. Trypsin (oder em ^ a ^.~7Tl ee bunden zu haben. 
£fgeSorbiertod^ 

Sa die Enzyme relativ stabd i^^ en jedoch v on den 
45 Probentragemlangelagern-Siem^ i ^ 

45 £ der Regel sauren igjjjjfj^ der Schich 

50 asSS^"^-"* 


vonetwa 12 *undeiner^ 
wa 100 bis 200 GlukosegTuppen^ e b steht> 
Mteil an Alpha-Cyano^Hydr^ muB h 

S£ ebenfaUs im Azeton gelos J sLt ^ _ Zum Auf- 
Sunnseiii.siebetragtnurwenig^ en bewahr t: 

tragen haben sich ponders ^e rfn ^ A f . 
d as bekannte elekmsche schnell dre hende 

bringen eines Trop f chens aut aie ^ einer ^ 

mferplatte. Das Aufbringen l ertcugi h 
Sb 8 ung P mit gesattigtem • Axetojdjmp Wird. Die Trock- 
angewarmte reine Luft autge ^ und ugt 

nung erfolgt dann in ^emgei ^ enitrat ohne Al- 

W-^«W*°^g|£SSoto andere iomsie- 
pha-Cyano-4-Hydro^-^t « ^ wah . 

rende Substanzen hat keine ion» 
renddesMALDI-Prozesses Aipha-Cyano- 
Die etwa W ozm ?fj£S e von uns untersuch- 
4-Hydroxy-Zimtsaure hat ^L^ Peptide und Prote- 

werdenkann. . ^ ^ die schnelle Analy- 

Diese Tragerplatten geeignet (sogenannte 


SnfuSler ^^^SySefe^Bei d* 
Probenflecken ■ aB »™^ 0 ££H* 38 400 Proben 
Sen Millimeter Absumd las«n Analysezeit pro 
aufbringen. Rechnet man 2 ^kub ^ m et ^ a 

SKIecIC so k«« S£Sig liegt fur medi- 

hpn. Diese werden e ° eiu „„_ , md k6nnen we die 

Serzig der *«*£S^ , S^^2: 
Traeerolatten flber langere «w« & . | d ^ der s ehr 
SlerSge ^^Sr??eiTSd unter s^ker < 
verdunnten L6sung ®r gj^orptive Oberflache der 
Bewegung beigege Jen. g^g^ ubst anz aus der U- 
Kttgelehen nimmt dann di « ^"^^ konnen dann 
Z£r auf und halt sie fest Die a us der L6- 

nS^rgnetisierbaren ^SSS eSe flache Unter- 


Patentansprache 

nervorprapanerten^er^nen ^ 
ner Matrixsubst^z^mmae^ ^ ^ 
nentenbesteht,dadurcttgeKe^ lon isierung 
•eWen M^rSend des Desorptionspro- 
der Analytmolekule wahrend de Matrbckompo . 
Z esses dienen, von emer weite^ Verandenmgen 

SeTdKt^ 

eine Lackschichtbildet dadu rch gekenn- 
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wahrend des Desorptionsvorganges durch die La- 
serstrahlung in kleinere Molekule zersetzt wird. 

4. Probentrager nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die durch die Laserstrahlung zersetz- 
bare, lackformige Schutzkomponente ein Spreng- 5 
stoff oder eine sprengstoffahnliche Substanz mit 
Fahigkeit zur Verpuffung ist 

5. Probentrager nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Zellulosenitrat als zersetzbare, lack- 
fQrmige Schutzkomponente verwendet wird. 10 

6. Probentrager nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Zellulosenitrat mit einem optimalen 
Nitrierungsgrad zwischen 11,5 und 13% Stickstoff 
verwendet wird. 

7. Probentrager nach einem der vorhergehenden is 
Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lackschicht nach Aufbringen auf den Probentrager 
zumindest oberflachlich vernetzt und dadurch un- 
loslich gemacht wird. 

8. Probentrager nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB die Vernetzung durch Bestrahlung 
erzeugt wird. 

9. Probentrager nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Brflckenbildner fur die Vernet- 
zung verwendet wird. 25 

10. Probentrager nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Diisocyanat als Bruckenbildner 
verwendet wird. 

11. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB nur eine 30 
Substanz als Matrixko mponente fur die Ionisierung 
der Analytsubstanz vorhanden ist 

12 Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS mehrere 
verschiedenartige Substanzen als Matrixkompo- 35 
nenten fur die Ionisierung der Analytsubstanz vor- 
handen sind. 

13. Probentrager nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrixkomponenten in ge- 
meinsamer Losung als Lackschicht aufgebracht 40 
werden. 

14. Probentrager nach Anspruch 12, dadurch. ge- 
kennzeichnet, daB die verschiedenen Matrixkom- 
ponenten in verschieden Lackschichten flbereinan- 
der eingebettet sind. 45 

15. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Lackschicht durch eine Deckschicht abgedeckt 
wird, die keine Matrixkomponente fur die Ionisie- 
rung der Analytsubstanz enthalt 50 

16. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB eine wei- 
tere Komponente die Matrix farbt und fur das ver- 
wendete Laserlicht absorptiv macht. 

17. Probentrager nach einem der vorhergehenden 55 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ma- 
trixschicht durch eine weitere Komponente eiek- 
trisch leitfahig gemacht wird. 

18. Probentrager nach Anspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB feinstdispergierter Kohlenstoff 60 
als elektrisch leitfahige Komponente verwendet 
wird 

19. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB er aus 
kleinen magnetischen KQgelchen (magnetic beads) 65 
besteht 

20. Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ober- 
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flache der Matrixschicht mit Reagenzien belegt ist, 
die die aufzubringenden Analytmolekule chemisch 
verandern. 

21. Probentrager nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Reagenzien an die Oberfia- 
che kovalent gebunden sind. 

22 Probentrager nach einem der vorhergehenden 
Anspruche 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, 
daB Enzyme als Reagenzien verwendet werden, die 
aufgebrachte Proteine in charakteristischer Weise 
zerschneiden. 

23. Probentrager nach einem der Anspruche 1 bis 
19, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache mit 
Agenzien belegt ist, die ganz spezifisch bestimmte 
Arten von AnalytmolekQlen festhalten kdnnen. 

24. Probentrager nach Anspruch 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Antikorper als Agenzien ver- 
wendet werden. 

25. Verfahren zur Herstellung von plattenformigen 
Probentragern nach einem der Anspruche 2 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in Losung befind- 
liche Lack durch Spriihen, Drucken oder Streichen 
auf die Probentragerplatte aufgebracht wird. 

26. Verfahren zur Herstellung von plattenfSrmigen 
Probentragern nach einem der Anspruche 2 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB der in Losung befind- 
liche Lack durch Auftropfen auf eine sich schnell 
drehende Tragerplatte-aufgebracht wird. 
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